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SUBSTANCES EXTRAITES DE DICTYOTALES, LEUR PROCEDE DETENTION ET LES 
COMPOSITIONS EN RENFERMANT. 



La presents invention se rapporte au domaine de la biologie, et plus precis6ment & 
des substances biologiquement actives d'origine marine. 

La pr6sente invention concerne de nouvelles substances biologiquement actives 
extraites de plantes de !a famille des Dictyctalos, leur precede dubieniion ei les 
compositions en renfermant. 

Les compositions de la pr6sente invention sont destinies a remanier la synthese 
des 6l6ments glycosyles de la Matrice Extra Cellulaire (MEC) des tissus animaux 
et humains. 

Par le terme plantes de la famille des Dictyotales, il faut comprendre plus 
particulferement cedes susceptibles de fixer, condenser, pr6cipiter ou d'effectuer 
sur leur thalle la synthase du carbonate de calcium sous la forme cristalline dite 
aragonite. 

Le terme de plantes peut concerner la plante seche ou fraiche, broy^e ou brute. 

Les plantes desquelles sont extraites ies substances biologiquement actives de 
Pinvention, sont des Pheophycees, classe des Fucophyceae, ordre des 
Dictyotales, famille des Dictyotaceae. Seuls quelques genres appartiennent & la 
famille des Dictyotales, il s'agit de Padina, Zonaria ou Dictyota. Le genre Padina 
regroupe les esp&ces les plus frgquentes. A tit re d'exemple, il est possible de 
trouver sur le rivage de la M6dit§rranee les especes pavonica, boyana (P. tenuis), 
boergesenii, sur les rives du Pacifique (non repris les especes d6j& cit6es) : 
arborescens, australis, boryana, caulens, commersonii, concrescens, crasse, 
durvillei, elegans, fernandeziana, fraseri, gymnospora, de meme sur les rives de 
l'Oc6an Atlantique : glabra, baitensis, distromatica, dubia. II existe aussi des 
especes typiques de l'oc6an fndien. L'une des caracteristiques de ces plantes est 
de fixer sur leur thalle une couche de carbonate de calcium de type aragonite ou 
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orthorhombique k la surface des frondes. Cette caract6ristique est obtenue par 
Texamen en diffraction X de la poudre obtenue avec ces plantes. La diffraction des 
rayons X montre que la poudre de ces plantes presente des pics d'intensit6 
notable aux angles 2 6 : -3,393°, -3,268°, -2,699°, - 2.682°, - 2,371°, -2,336° 
5 (doublet), - 1,976°, - 1, 877° (doublet). Ces angles de diffraction sont 
caract6ristiques de I'aragonite. 



La prdsente invention a pour objet de nouvelles substances biologiquement 
actives, remaniant la synthese des elements giycosyies de la rnatrice 
10 extracellulaire des tissus animaux et humains. extraites de plantes de la famille 
des Dictyotales. 

Ces nouvelles substances biologiquement actives, sont notarnment caracteris6es 
par une structure polycyclique portant une chaine Iat6rale ayant de 4 a 10 atomes 
de carbone en ligne droite ou ramifiee et comportant une ou deux doubles liaisons. 

15 

Les nouvelles substances sont encore caract6risees par des donnees analytiques 
plus pr6cises. 

La presente invention conceme encore un proc6d6 d'obtention des substances 
20 biologiquement actives extraites de plantes de la famille des Dictyotales. 

Dans un premier temps, la plante de la famille des Dictyotales est soumise, apr§s 
r6colte, a un s6chage, si possible a I'abri de la lumiere, pour garder intactes ses 
propriety pharmacologiques. 

Un s6chage lent avec une insolation importante conduit & Tobtention de 
25 substances peu actives et instables. De ce fait, on utilise de preference un 
sdchage selon des m6thodes plus appropri6es, avec pour principale condition que 
Ton obtienne des substances actives. 

Pour cette raison, on proc&de au sechage des plantes broyees ou brutes, par 
ventilation sans chauffage et on obtient ainsi un materiel vegetal de couleur 
30 marron fonc6 sur lequel contrastent vivement les stries blanches de carbonate de 
calcium. 

Une autre m6thode, bien que moins 6conomique, donne 6galement satisfaction : 
elle consiste & 6goutter fortement les plantes, puis k les s6cher sous vide d'air. La 
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lyophilisation de la plants, broy6e ou non, permet d'une maniere avantageuse d' 
obtenir un produit anhydre. 

Ces deux dernidres techniques donnent un materiel de couleur vert brun fonc6, 
tres fragile et facilement rSduit en poudre, ce qui facilite I'extraction par un solvant 
5 pour obtenir les substances biologiquement actives. 

L'intSret d'une plante fortement s6ch6e est d'obtenir une mature v6g6tale qui se 
conserve bien (a I'abri de I'humidit6) et £ partir de laquelle il sera possible 
d'exiraire la cu les substances actives, stabilises) ou non, sans §tre g§n§ par !a 
10 presence d'un solvant polaire. De plus, les plantes complement s6ch6es sont 
plus faciles k r6duire en poudre. 

Le proc6d6 d'obtention des substances biologiquement actives est caracterisd en 
ce que Ton soumet la plante de la famille des Dictyotales k un s6chage, et/ou a 

15 une lyophilisation, & un broyage, suivi d'un ou plusieurs epuisement de la matfere 
veg6tale par un solvant organique choisi dans le groupe form6 des alcanols 
interieurs (6thanol...), des c6tones aliphatiques (acetone...), des alcanes (pentane, 
hexane, heptane...), des cycloalcanes (cyclohexane...), des solvants halog§n6s 
(chlorofomne, dichlorom&hane...), des solvants aromatiques, des esters (ac6tate 

20 d'6thyle...), des Others et similaires, pour obtenir un extrait organique de la plante, 
on s6che I'extrait organique par Evaporation du solvant, on purifie I'extrait 
organique sec par une ou plusieurs etapes de purification realisees 
successivement par affrontement liquide/liquide, par chromatographie sur colonne 
basse pression ou haute pression, par chromatographie liquide haute 

25 performance, pour obtenir les substances actives des plantes de la famille des 
Dictyotales. 

Les solvants organiques peuvent etre utilises seul ou en association. De mani&re 
g§n6rale, on peut utiliser des solvants organiques miscibles & Teau, ainsi que tous 
30 les solvants susceptibles d'extraire les substances actives des frondes de la 
plante. 

Les solvants seront de preference encore choisis parmi les solvants volatils d6s 
lors que Ton d6sire obtenir des substances biologiquement actives d6barrassees 
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de solvant. En effet, tes solvants volatils dissolvant les substances biotogiquement 
actives pourront 3tre 6vapor6s a partir d'un support comma de la cellulose ou ses 
derives, de la silice colloidale, des alcanes de haut poids mol6culaire tels des 
paraffines, des solvants amphiphiles comma le polyethylene glycol (PEG), le 
5 propylene glycol, ou encore de produits inertes comme le glycerol etc. 

Le solvant organique sera de preference, l'ac6tone ou I'dthanol. 
Le rapport utilise est de preference de 1 gramme de mati6re v6g6tale s&che pour 5 
ml de solvant et, les temps de contact entre ia matiere vegetaie et ie soivant 
10 organique sont de preference de 4 & 5 jours. 

N6anmoins, lors de la maceration, on a utilise, avec de bons r6sultats, des 
rapports tr£s variables de mati&re sdche par rapport au solvant. Les volumes mis 
en oeuvre pour une meme quantite de matiere s6che varient de 1 k 50. De meme, 
15 les temps de contact entre le solvant organique et la matiere vegetaie varient de 
12 heures & 5 jours. 

De plus, bien que plus delicate h mettre en oeuvre, I'extraction aqueuse en milieu 
ammoniacal donne des resultats satisfaisants. 
20 Pour r6aliser I'extraction des substances biologiquement actives, il n'est pas 
necessaire de faire macerer les matidres v6g6tales dans le solvant choisi, il est 
possible de faire passer en continu le solvant sur la poudre (percolation). II suffit 
de r6gler le debit et de concentrer I'extrait pour obtenir une solution d'activife 
choisie. 

25 

Dans le cas present, la plante de la famNle des Dictyotales une fois s6ch6e, et/ou 
lyophylisee et broyee, est soumise k un ou plusieurs 6puisements par la mise en 
contact de la plante avec de l'ac6tone, pendant 4^5 jours et dans les proportions 
de 1 gramme de mati&re pour 5 ml d'acetone. 
30 U extrait acetonique obtenu est seche par evaporation du solvant, puis purifie par 
les etapes de purification definies ci-apres. 
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La premiere etape de purification est rdalisee par affrontement liquide/iiquide. Le 
rdsidu ou extrait acdtonique sec est repris par un melange m6thanoI/eau qui est 
affront6 & de I'hexane. Dans un deuxieme temps, la phase hydromdthanolique est 
affrontde, apres concentration et dilution dans I'eau, a l'6ther. 
5 De cette mantere, la phase eth6r6e finale est biologiquement active. 

La deuxfeme etape de purification est rdalisde par chromatographie sur colonne 
basse pression. Le support utilise est un gel de type Sephadex LH 20 <B>. 
L*6lution s'effectue par un gradient chloroforme/methanoL La fraction 
10 biologiquement active est 6lu6e en chloroforme/mdthanol dans les proportions 
97/3 volume h volume. Lors du rin?age de la colonne par un m6lange 
chloroforme/mdthanol 70/30, on 6lue une deuxieme fraction active residuelle. 

Les etapes suivantes de purification ont lieu par chromatographie liquide haute 
15 performance (HPLC) semi preparative. Les dimensions de la colonne sont de 250 
mm (pour la longueur) et de 10 mm (pour le diamdtre). Les supports utilises sont : 
une silice greffee Ci B et une silice greffee diol. Le debit est de 8 ml/min. 
Sur le support silice greffee diol, avec un 6luant hexane/isopropanol 92/8,les 
fractions actives sont eludes entre 20 et 25 min et 35 et 40 min. 
20 Sur le support silice greffde C t8 , avec un 6luant ac6tonitrile/eau 85/15, la fraction 
active est elude entre 15 et 17 min, et avec un 6luant ac6tonitri!e/eau/acide 
acetique 85/15/0,05, les fractions actives sont 6lu6es entre 17 et 20 min et 30 et 
40 min. 

25 A Tissue de ces 6tapes de purification, on obtient une substance biologiquement 
active de couleur jaune-verte. 

On procdde a differentes mdthodes analytiques (spectres UV, 1R, RMN, 
chromatographie sur couche mince...) de caractdrisation de la ou des substances 
biologiquement actives, extraites de plantes de la famille des Dictyotales. 



Le spectre UV de la fraction active finale, rdalisd dans le methanol est caract6ris6 
par plusieurs bandes d'absorption situdes & 202 nm avec un dpaulement & 228 
nm, entre 260 et 270 nm, entre 400 et 460 nm, et, k 630 nm. 



30 
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A Tissue de ces Stapes de purification, on realise encore une chromatographie sur 
couche mince (CCM) avec revelation chimique (les r6v§lateurs utilises sont 
I'anisald6hyde sulfurique, ia vanilline sulfurique, le phosphomolybdate P I'acide 
sulfurique ethanolique). Aprds r6v6iation, on note la presence de piusieurs tSches. 
5 Les temps de retention frontale sont : Rf = 0,15 et 0,90, 0,95, et correspondent a 
des zones biologiquement actives issues d'une CCM preparative r6alis6e dans les 
memes conditions, k savoir, plaque de CCM avec silice greff6e diol, eiution par 
hexane/isopropanol 85/15. 

10 Les spectres de masse, les spectres IR et les spectres RMN du proton ou du 
carbone 13, ont egalement permis de completer les informations quant a la 
structure des nouvelles subtances biologiquement actives extraites de plantes de 
la famille des Dictyotales selon I'invention. 

L'analyse du spectre RMN du carbone 13 d6montre notamment la presence de la 
15 chaTne laterale ayant de 4 A 10 atomes de carbone, en ligne droite ou ramifiSe et 
comportant une k deux doubles liaisons, portee par ia structure polycyclique. 

Les substances biologiquement actives extraites de plantes de la famille des 
Dictyotales, ont egalement pu etre obtenues par maceration ou lixiviatton de 1g de 

20 matiere veg6tale seche dans 5 ml d'6thanol pur pendant 12 heures. 

L'6thanol est un solvant bien accepte par les cellules et il est enti&rement miscible 

aux solutions nutritives aqueuses dans lesquelles baignent les cellules. 

Les etapes suivantes de purification ont ensuite 6t6 realis6es. 

On realise une chromatographie haute pression sur une colonne de silice normale. 

25 On injecte 20 pi de la fraction biologiquement active dans un chromatographe 
haute pression puis 6lue la fraction avec un melange heptane/ether (90/10) sous 
un debit de 2 ml/min. Toute Tactivite des substances extraites des plantes de la 
famille des Dictyotales se retrouve dans la fraction 6lu6e entre 6,9 min et 8,5 min. 
II est possible de proc6der de la meme fa?on par chromatographie liquide haute 

30 performance (HPLC). La colonne d'HPLC est garnie avec une silice greff6e en Cie, 
reiuant est un melange m6thanol/eau 80/20, et le debit est de 4 ml/min. Toute 
Tactivite des substances extraites est alors concentr6e dans la fraction 6lu£e apr6s 
un temps de retention compris entre 16 et 18 min. 
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Le chromatogramme r6alis6 avec un d6tecteur k diffusion de lumfere montre. k ce 
temps de retention, une certaine quantit6 de substance qui constitue la fraction 
active de la plante k condition de travailler sous une pression r6duite, de telle 
manfere que l'6vaporation de la phase mobile ne se fasse pas avec entralnement 
5 de la fraction active. 

Ainst, les nouvelles substances biologiquement actives extraites de plantes de la 
famille des Dictyotales sont done caract6ris6es lors des 6tapes de purification, et 
lorsque les 6puisements ont 6te effectu6s k Pac6tone, par les donn6es analytiques 
10 suivantes: 

- des temps de r6tention, en chromatographie liquide haute performance semi- 
preparative sur le support silice greffd diol et avec un 6luant hexane/isopropanol 
92/8, compris entre 20 et 25 min et 35 et 40 min. 

• un temps de retention, en chromatographie liquide haute performance semi- 
15 preparative sur le support silice greffee Ci 8 et avec un eluant acetonitrile/eau 
85/15. compris entre 15 et 17 min. 

- des temps de r6tention, en chromatographie liquide haute performance semi- 
pr6parative sur le support silice greffee da et avec un 6luant acetonitrile/eau/acide 
ac6tique 85/15/0,05, compris entre 17 et 20 min et 30 et 40 min. 

20 

Lors des 6tapes de purification et lorsque les epuisements ont 6t6 effectu6s k 
l'6thanol t les donndes analytiques sont : 

- un temps de r6tention, en chromatographie haute pression sur colonne de silice 
normale et avec un 6luant heptane/6ther (90/10), compris entre 6,9 min et 8,5 min. 

25 - un temps de retention, en chromatographie liquide haute performance gamie 
d'une colonne de silice greftee Ci 8 et avec un 6luant m6thanol/eau 80/20, compris 
entre 16 et 18 min. 

Les substances biologiquement actives sont encore caracterisees a Tissue des 
30 etapes de purification, et lorsque les 6puisements ont 6t6 effectu6s k Tac6tone, par 
les donnees analytiques suivantes : 
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-un spectre UV dans le methanol, pr6sentant plusieurs bandes d'absorption 
situ6es & 202 nm avec un 6paulement a 228 nm, entre 260 et 270 nm, entre 400 et 
460 nm, et, &630 nm. 

- une chromatographie sur couche mince (CCM) pr6sentant, apres r6v6!ation 
5 chimique (anisald6hyde sulfurique, vanilline sulfurique, phosphomolybdate, acide 
sulfurique 6thanotique), des temps de retention frontale de 0,15, 0,90 et 0,95. 

Les substances extraites avec les solvants organiques sont souvent d6licates & 
manipuler (6vaporation ; hydratation, risque de deflagration ...), i! est done 

10 souhaitable de les fixer sur un ou des supports solides tel qu'un polymdre 
organique absorbant comme par exemple la cellulose, des mineraux ou des 
compositions mindrales absorbantes ou des adsorbants (Silice colloidale ...)r des 
produits plus inertes comme les paraffines, les poly6thyl6nes glycols (PEG) , les 
propylene glycols, la polyvinylpyrrolidone etc.Tous les supports inertes peu 

15 oxyg6n6s, peu vent convenir. 

Les caract6ristiques des substances fix6es peuvent §tre tres variables selon les 
conditions d'extraction des substances des plantes de la famille des Dictyotales, la 
matiere de fixation, les conditions de stabilisation et la mati&re sur laquelle est fix6 
20 le solvant d'extraction. La consistance est done variable et la couleur peut varier 
du vert franc au marron. 

La presente invention concerne encore les substances biologiquement actives 
adsorb6es sur un mat6riau inerte mineral ou organique puis dessolvatdes. 

25 Les substances biologiquement actives selon I'invention, extraites de plantes de la 
famille des Dictyotales manifestent des propriety pharmacologiques trds 
interessantes, et trouvent de ce fait un emploi en therapeutique, en cosm6tique, en 
alimentation, en di6t6tique humaine et v6t6rinaire. en implantologie et en chirurgie 
osseuse ou articulaire. 

30 

Ces substances sont destinees & etre utilis6es sous forme de compositions ou 
d'implants pharmaceutiques, cosm6tiques et/ou alimentaires. 
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Les substances biologiquement actives, extraltes de plantes de la famille des 
Dictyotales, sont destinees a remanier la synthese des elements gtycosyi6s de la 
matrice extracellulaire (MEC) des tissus animaux et humains. Ces substances 
stimulent la synthase des glycosaminoglycanes (GAG) tels Tacide hyaluronique, la 
5 chondroTtine, les acides chondroitines sulfuriques, Tacide dermatane sulfurique, 
Tacide heparane sulfurique, Theparine, Tacide k6ratane sulfurique, la synthase des 
proteoglycanes tels Taggrecane, la d6corine, le biglycane, le versicane, la 
fibromoduline, le fibroglycane, le synd6cane, le betaglycane, le glypicane. 

10 Les substances biologiquement actives selon Tinvention sont done utilis6es en vue 
de la realisation de compositions destinees a remanier la synthase des elements 
glycosyi6s de la matrice extracellulaire (MEC) des tissus animaux et humains, et 
notamment a stimuler la synthase des glycosaminoglycanes (GAG) et des 
proteoglycanes de la matrice extracellulaire (MEC) des tissus animaux et humains. 



Les substances de la pr6sente invention sont notamment utilis6es en vue de la 
realisation de compositions cosmetiques ou dermatologiques destinies k 
am6liorer les syntheses glycosyl6es des glycosaminoglycanes et des 
proteoglycanes dans la peau. 



Les substances de la pr£sente invention stimulent les syntheses proteiques et les 
synthases glycosidiques des cellules du tissu connectif ou du mesenchyme. 
Les substances sont utilis6es en vue de la realisation de compositions topiques 
destinees a remodeler indirectement Tactivite des cellules connectives ou 
25 mesenchymateuses par action directe sur les cellules epitheliales. 

Les substances extraites de plantes de la famille des Dictyotales stimulent les 
syntheses gotgiennes et membranaires des glycosaminoglycanes de la MEC et les 
syntheses golgiennes des prot6oglycanes de la MEC. 

Ainsi, ces substances accroissent par exemple la synthase des collag&nes, de 
30 Tacide chondroitine sulfurique, de Tacide dermatane sulfurique, de Tacide 
hyaluronique... 



15 



20 
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Ces substances sont utilis6es en vue de la realisations de compositions destinees 
a stimuier les synthases golgiennes et membranaires des giycosaminoglycanes de 
la MEC et les syntheses golgiennes des proteoglycanes de la MEC. 
Les substances de la pr6sente invention sont actives sur les cellules de la peau 
5 (fibroblastes, k6ratinocytes), sur les cellules de I'os (osteoblastes, chondrocytes), 
et sur les cellules du tissu articulaire non osseux (synoviocytes). 
Chez rhomme, ('ingestion des substances biologiquement actives extraites des 
plantes de la famille des Dictyotales, tout comma la plante & l'6tat sec elle m§me, 
pravoque une augmentation de !a synthase des elements glyccsyies de !a MEC 
10 des tissus m6senchymateux et plus particuli&rement de la peau (derme et 
epiderme), de I'os (cartilage, os spongieux, os trabeculaire, cartilage de 
conjugaison...). 

Ainsi, (es substances extraites de plantes de la famille des Dictyotales sont 
notamment utilises en vue de la realisation de compositions pharmaceutiques 
15 destinies a pr6venir et/ou k traiter les lesions tissulaires de la peau, de Cos et du 
cartilage. 

D'une maniere g6n6rale, ces substances sont utilisees en vue de la realisation de 
compositions destinees & pr6venir et/ou a traiter les affections impliquant des 
elements glycosyies de la matrice extracellulaire des tissus animaux et humains. 



La demanderesse a d6montr6 dans ses travaux que cette activite differe de celle 
induite par ia plupart des substances activatrices telles que ('estradiol et la 
vitamine D 3 (1-25 (0H) 2 D 3 ), la vitamine C, etc... La ou les substances actives 
contenues dans les plantes expriment leur activite meme en presence d'agents 
25 deieteres comme les interleukines (par exemple IL-1), ces substances 
biologiquement actives ont done une activite reparatrice. 

Ces substances biologiquement actives ont egalement une activite indirecte sur 
les cellules, en agissant par Tintermediaire de messagers tels qu'une cytokine, un 
facteur de croissance ou une hormone, secr6t6s par la premiere population 
30 cellulaire atteinte par les substances actives extraites des plantes, et destines aux 
cellules cibles. 

L'activite des substances extraites des plantes de la famille des Dictyotales se 
retrouve exprimee sur des cellules provenant d'especes animates appartenant a 
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des embranchements aussi divers que les ann6lid6s, les ascidies, les arthropodes, 
les mollusques, les bivalves (conchiferes), les echinodermes, les oiseaux et les 
mammiferes. 

Les substances biologiquement actives extraites de plantes de la famille des 
5 Dictyotales sont encore utilis6es en vue de la realisation de compositions 
alimentaires destinies a am6!iorer reievage des arthropodes, des conchiferes, 
ainsi que la qualite des coquilles des oeufs. 

I oe enhctflnr.dc ovtraiteci rte nlantAc He la familla ri«c lYiritvntalfic nrpcpntent 

10 egalement un grand int6r§t en chirurgie osseuse. En effet, ces substances 
preservent le phenotype des osteoblastes humains lors des greffes et peuvent §tre 
ins6rees avec un biomat6riau implants au voisinage d'une articulation pour 
rdgenerer Cos et les surfaces articulaires. 

Les substances sont done 6galement utilis6es en vue de la realisation de 
15 compositions destinies k prevenir et/ou k traiter les affections articulaires. 

Les substances de la presents invention sont 6galement utilis6es en vue de la 
realisation de compositions k usage local destinees a prevenir et/ou a traiter les 
affections loco-regionales impliquant des elements glycosyies de la matrice 
20 extracellulaire. 

Les substances biologiquement actives sont encore utilisees en vue de la 
realisation de compositions destinees k prevenir et/ou k traiter les affections liees 
k une degenerescence de la matrice extracellulaire, ainsi qu'k regen6rer le tissu 
25 cartilagineux, ou k complementer les aliments. 

La presente invention concerne encore les compositions pharmaceutiques T 
cosmetiques, et/ou alimentaires remaniant la synthese des elements glycosyies de 
la matrice extracellulaire des tissus animaux et humains, caracterisees en ce 
30 qu'elles renferment k titre de principe actif une ou plusieurs substances 
biologiquement actives extraites des plantes de la famille des Dictyotales, en 
association ou en melange avec un excipient ou un vehicule inerte, non toxique, 
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approprte a I'usage envisage, et 6ventuel!ement un ou plusieurs principes actifs k 
action compl6mentaire. 

Les compositions pharmaceutiques, cosmetiques et/ou alimentaires selon 
5 rinvention sont destinies k ('administration par voie digestive, parent6raie, 
percutan6e f topique ou rectale. Les compositions sont done pr6sent6es sous forme 
de comprim6s nus ou enrobes, de dragees, de capsules, de gdlules, de pilules, de 
tablettes, de cachets, de sirops, de poudres k inggrer ou k usage externe, de 
compositions adjuvantes pour Sa cicatrisation pcstop6ratoire, pour les brGiures, les 
10 traumatismes ; de suppositoires ; de solutes ou de suspensions injectables 
conditionn£s en ampoules ; de cremes, de gels ou de pommades ; de solutions k 
usage percutand dans un solvant polaire penetrant. 

Les compositions k application cutan6e mais k effets syst6miques sont 
15 particuiierement originates puisqu'il a 6t6 d6montr§ que dans ces conditions les 
substances bioiogiquement actives extraites de plantes de la famille des 
Dictyotales appliqudes sur les kdratinocytes (6piderme cutan6) 6taient 
suscepttbles de stimuler la s6cr6tion d'un facteur en agissant sur les chondrocytes, 
les synoviocytes, les ost6oblastes et, sans doute, sur d'autres cellules 
20 m6senchymateuses. 

La pr6sente invention concerne egalement des implants, caract6ris6s en ce qu'ils 
renferment k titre de principe actif une ou plusieurs substances bioiogiquement 
actives extraites des plantes de la famille des Dictyotales, en association ou en 
25 melange avec un excipient ou un v£hicule inerte, non toxique, appropri6 k ('usage 
envisage, et 6ventuellement un ou plusieurs principes actifs a action 
compl6mentaire. 

Les exemples et rgsultats suivants illustrent rinvention. lis ne la limitent en aucune 
30 fa?on. 
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EXEMPLE 1 

Etude de i'activitg des substances extraites de plantes de la famine des 
Dlctyotales. 

5 1\ Etude de I'actlvlte 

Une 6tude d'activit6 a 6t§ realises sur toute les fractions susceptibles d'Stre 
isotees lors d'une chromatographie liquide haute performance ou d'une 
chromatographie haute pression afin da mcntrer que ies effets observes sent bien 
10 imputables a des substances biologiquement actives sp6cif iques des plantes. 

Le demandeur a utilise deux m6thodes devaluation semi-quantitative pour 6tudier 
I'activit6 de ces ptantes. 

A partir d'une culture cellulaire ou tissulaire, on ddtecte le constituant de la matrice 
15 extracellulaire s6lectionn6 soit par immunomarquage des cellules fix6es grfice & 
son anticorps specifique ; soit aprfes destruction des cellules, on realise une 
chromatographie sur gel ou une 6Iectrophorese (chromatographie sous champ 
6lectrique) avec relation et identification de la substance par anticorps 
specifique. 



Dans les deux cas, Panticorps specifique est rev£l£ par un deuxieme anticorps 
coupl6 soit k une molecule fluorescente, soit a un enzyme dont I'activite met en 
Evidence un chromophore apportS par un substrat. 

25 La quantification relative peut etre realisee par analyse d'image 
(immunofluorescence) ou par simple spectrophotom6trie lors de Temploi d'un 
substrat color6 (Western Blot). Lorsque I'analyse d'image est ndcessaire, on utilise 
un analyseur BIOCOM 200 qui quantifie les rgsultats k partir de plusieurs cliches 
obtenus sur plusieurs cultures cellulaires. Dans tous les cas, ies valeurs 

30 s'expriment en valeur relative (Evaluation semi-quantitative) par rapport a un 
temoin et/ou par rapport a la quality totale des prolines synth§tis6es. (.'Evaluation 
semi-quantitative permet de comparer les rEsultats entre eux. NEanmoins, it n'est 
pas possible de comparer la synthase d'un compost k celle d'un autre en raison 
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de I'affinit6 des anticorps qui, bien que sp6cifiques, n'est pas la meme pour deux 
couples antigdne-anticorps. Les resultats sont comparables entre eux pour un 
meme anticorps. 



5 On a 6tudi6 les synthases matricielles des cellules isotees k partir de fragments de 
tissus pr6lev6s lors d'interventions de chirurgie. Les cultures ont 6t6 r6alisees en 
culture primaire monocouche et les resultats ont 6t6 confinmes par des cultures 
cellulaires tridimensionnelles. Les cultures de fragments tissulaires, peau, 
articulations, os s foumissent des resultats Equivalents. 

10 

2) Resultats 

Les resultats sont exprim6s par un nombre correspondent & la valeur du signal 
per?u. 

15 Dans les tableaux ci-dessous, les lettres «SBA» dSsignent les substances 
feiologiquement actives extraites des plantes de la famille des Dictyotales. 

• Acide dermatane sulfurique synth6tise par les fibroblastes humains en culture 
primaire monocouche : 





movenne 


6cart type 


fibroblastes en milieu t6moin 


32 


0,54 


fibroblastes avec un milieu 
additionnd de SBA 


625 


21,87 



• Acide hyaluronique synth6tis6 par les fibroblastes humains en culture primaire 
monocouche : 





movenne 


6cart type 


fibroblastes en milieu temoin 


75 


0,67 


fibroblastes avec un milieu 
additionng de SBA 


428 


52,10 



• Acide chondroltine sulfurique synthetise par les chondrocytes humains en culture 
25 primaire monocouche : 





moyenne 


ecart tvoe 


chondrocytes temoins 


56 


0.85 


chondrocytes avec SBA 


445 


19.45 
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• Acide hyaluronique synth6tis6 par les chondrocytes humains en culture primaire 
monocouche : 





movenne 


6 cart type 


j chondrocytes temoins 


58 


17 


chondrocytes avec SBA 


108 


21 



5 ?) Contr6le de I'actlvitt 

Ce controie a eie realise conformemeni aux indicaiions de ia iiiieraiure en culture 
tridimensionnelle. 

Ici, on a utilise un gel d'acide alginique. 

10 

• Acide chondroitine sulfurique synth6tis6 par les chondrocytes humains en culture 
tridimensionnelle : 





movenne 


6cart type 


chondrocytes temoins 


37 


7 


chondrocytes avec SBA 


94 


8 



• Acide hyaluronique synthetis6 par les chondrocytes humains en culture 
15 tridimensionnelle : 





movenne 


ecart tvoe 


chondrocytes temoins 


48 


36 


chondrocytes avec SBA 


151 


50 



Des rSsultats tout & fait similaires ont 6t6 obtenus avec des cultures d'ost6oblastes 
issus de prelevement d'os sur diverses vari6t6s de mammiferes. 

20 De plus, pour confirmer ce resultat, les substances biologiquement actives 
extraites de plantes de la famille des Dictyotales ont 6te appliquees k des cultures 
tissulaires de cartilages normaux et I6s6s. On a constate que le cartilage I6s6 etait 
pauvre en synth&se et, dans ses reserves en glycosaminoglycanes du type 
chondroitine sulfate et acide hyaluronique. Le cartilage Ies6 trait§ par les 

25 substances biologiquement actives, extraites de plantes de la famille des 
Dictyotales, a presents des taux de synthase superieurs au temoin sain, non trait6 
par les substances actives. 
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4) Action Pharmacoloqiaue des substances biologique m ent actives 

L'action pharmacoJogique des substances biologiquement actives extrartes des 
plantes de la famiile des Dictyotales est objectivee par : 

5 

a) Les activltes r6paratrices des substances en presence d'un agent inhibiteur 
d6l6t6re de la matrice extra cellulaire. 

b) L'agt'pn indirggte des substances via un messager tel qu'une cytokine, un 
facteur de croissance ou une hormone. 

10 

Aujourd'hui, la Iitt6rature s'accorde k ddcrire la plupart des ptenomenes 
arthrosiques comme cons^cutifs k une d6g§n6rescence des surfaces articulaires. 

e) Act BfeBaaiEteaa 

15 L'activitd thdrapeutique d'une substance s'envisage a travers la possibility de 
r6pondre k Taction dStet&re d'un intervenant biologique responsable du processus 
pathologique. L'interleukine 1 (IL-1) est I'intervenant physiologique majoritaire. 

C'est pourquoi, on a 6valu6 I'activite des substances biologiquement actives 
20 extraites des plantes de la famiile des Dictyotales sur la production des 
glycosaminoglycanes 6labor6s par les cellules m6senchymateuses cultiv6es en 
presence d')L-1. 

» RSsultats des cultures en pre sence d'lL-1 

25 

• Acide hyaluronique synth6tis6 par les fibroblastes humains en culture 
monocouche : 





moyenne 


6cart type 


Fibroblastes cultiv6s en 
presence d'IL-1 


36 


9 


Fibroblastes cultives en 
presence d'IL-1 et de SBA 


451 


50 
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• Acide dermatane sulfurique ou acide chondroltine sulfurique synth6tis6s par les 
fibroblastes humains en culture monocouche : 





moyenne 


6 cart type 


Fibroblastes cultiv6s en 
presence d'IL-1 


14 


9 


Fibroblastes cultiv6s en 
presence d'IL-1 et de SBA 


632 


17 



• Acide hyaluronique synth6tise par les osteoblastes humains en culture 
5 monocouche : 





moyenne 


6cart type 


Osteoblastes cultiv6s en 
presence d'IL-1 


38 


1 


Osteoblastes cultivSs en 
presence d'IL-1 et de SBA 


232 


5 



♦ Acide chondroitine sulfurique synth6tis6 par les osteoblastes humains en culture 
monocouche : 





moyenne 


ecart type 


Osteoblastes cultivds en 
presence d'IL-1 


28 


5 


Osteoblastes cultivgs en 
presence d'IL-1 et de SBA 


280 


12 



10 • Acide hyaluronique synth6tise par les chondrocytes humains en culture 
tridimensionnelle : 





moyenne 


ecart type 


Chondrocytes cultiv6s en 
pr6sence d'IL-1 


78 


16 


Chondrocytes cultiv6s en 
presence d'IL-1et de SBA 


125 


17 



• Acide chondroltine sulfurique synth6tis§ par les chondrocytes humains en culture 
tridimensionnelle : 





moyenne 


ecart type 


Chondrocytes cultiv6s en 
pr6sence d'IL-1 


25 


3 


Chondrocytes cultiv6s en 
ptesence d'IL-1et de SBA 


470 


21 
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On a obtenu le meme genre de r6suitats avec d'autres types cellulaires ainsi qu'en 
culture d'explants. L'6valuation semi-quantitative avec des explants est difficile car 
il faut tenir compte des plans de coupe. 

5 bl Action indlrecte 

Le Demandeur a constats que, d'une maniere surprenante, les cellules incub6es 
avec les substances biologiquement actives (SBA) extraites de plantes de la 
lam i lie des Dictyotales 6taient susceptibles de transrnettre le signal « d'autres 
10 cellules, signal que cedes ci percevaient lors de la mise en contact avec les 
substances biologiquement actives. Ces substances biologiquement actives 
peuvent done stimuler la s6cr6tion d'un deuxi&me messager. Ce messager atteint 
d'autres types cellulaires et stimule la synthase des proteoglycanes. 

15 Pour mettre en 6vidence ce ph6nom6ne, des essais ont 6t6 effectu6s de la 
maniere suivante : 

A une culture de kdratinocytes (cellules de l'6piderme humain), on a ajoute dans le 
milieu de culture, les substances biologiquement actives. Aprds plusieurs heures 

20 d'incubation, les cellules sont rincdes plusieurs fois afin d'dliminer le reste des 
substances biologiquement actives (SBA). Puis, un milieu neuf (K.E.M. ou Mac 
Coy par exemple) sans serum de veau foetal, ni animal, est ajout6. Aprds une 
nouvelle incubation, ce milieu est prelevg. Le milieu conditionne ainsi obtenu est 
lyophilisS. Le lyophifisat est repris puis dilu6 au 14 ou au Vio par le milieu 

25 sp6cifique dans lequel va s'op6rer la deuxi&me culture (DMEM pour des 
fibroblastes, Mac Coy pour des ost6oblastes par exemple). Les cultures de cellules 
trait6es par le milieu conditionne provenant des k6ratinocytes, augmentent la 
synthase des proteoglycanes dans les memes rapports que si elles avaient 6t§ 
elles-memes traitees directement par les substances biologiquement actives alors 

30 que celles incub6es en presence d'un milieu conditionne par les k6ratinocytes 
mais non incubes par les substances biologiquement actives n'ont pratiquement 
pas modifte leur synth&se. 
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De plus, la r6ponse au milieu conditions varie, selon que la reprise du lyophilisat 
avant dilution se fait avec de I'alcool ou avec un milieu aqueux. 

Dans certaines conditions exp6rimentales, les ost6oblastes r6pondent mieux 
5 lorsque le milieu conditionne par des k^ratinocytes est repris par de I'alcool, alors 
que le meme traitement, entre d'une part les fibroblastes et, d'autre part les 
ost6oblastes, donne une meilleure r6ponse si le lyophilisat est repris par le milieu 
directement. Cela laisse supposer que les messagers secr£t£s par les cellules et 
donnant un meme signal pour une meme population, sont differents. Cet essai 
10 permet d'envisager la possibility de modifier la synthase des prot^oglycanes de 
tissus plus profond que la peau, par une application d'une composition, contenant 
les composants actifs, sur les keratinocytes de la peau ou sur les tissus 
6pith6liaux. 

15 EXEMPLE II 
Compositions 

1) A titre d'exemple, on peut preparer un des extraits (contenant les substances 
biologiquement actives) suivants : 

20 



i plante s6chee 


200g 


cvclo hexane 


1 000 a 


ou : 


plante s6ch6e 


200 a 


dthanol 


1 oooa 



Fixation de I'extrait contenant les substances biologiquement actives (SB A) sur un 
25 support : 



solution organique 


200 p 


hydroxypropylm6thylce!l ulose 


1 000 a 



la solution organique est evapor6e sur le support de derive cellulosique. 
ou : 
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solution orqanique 


20a 


Poly6thyl§neglycol (P.E.G) 
4000 ou 6000 


1 000 g 



la solution organique est distill6e dans le PEG iiquide ou solide. Les rapports 
solution organique/support sont tr6s variables et sont lids k Peffet recherch6 (effet 
de masse, formulation retard6e, action in situ, action syst6mique en g6n6ral, 
etc..,). 

21 Composi tions a usaoe general 

La formulation de g61ules et de comprimes, dans lesquels les substances actives 
sont extraites k l'6thanol et fix6es sur un support inerte, s'est av6ree etre la plus 
simple. Pour ce faire, les substances biologiquement actives extraites k l'6thanol 
sont m6lang6es k de la cellulose microcristaliine, k un agent lubrifiant comme le 
talc, et k un adjuvant de compression comme le b6h§nate de glycerol. 

On realise des g6lules en utilisant I'adsorbat des substances biologiquement 
actives extraites k I'dthanol, fix6 sur po!y6thyleneglycol 4000 ou 6000 et dilu6 avec 
de la stlice colioldale type A6rosiK§> ou Sippernat®. 

La voie transcutanee est formulae classiquement, avec ou sans reservoir, et avec 
des excipients classiques du type Transcutol®. 

La voie injectable est envisageable avec les substances biologiquement actives 
purifi6es mises en solution dans un Iiquide adapte pour ('injection en solution ou en 
suspension. 

Exemoles de formulation : 

a) G61ules a base de substances biologiquement actives (SBA) extraites de 
plantes de la famille des Dictyotales : 



[SBA fixdes sur polv6thvl6neglycol 6000 


95% 


1 Silice 


5% 



WO 97/25998 



PCT/FR97/00106 



21 

Le rempiissage des gglules se fait de la mani&re habituelle. 

b) (pomorimes & base de substances biologiquement actives (SB A) extraites de 
5 plantes de la famille des Oictyotales : 



SBA fixees sur cellulose 


25% 


Cellulose 


65% 


Talc 


1.5% 


Behenaie d© glycerol 


O.O Vo 



Les compositions preferees pour I'usage pharmaceutique sont les formes 
10 administrates par voie orale comme les comprim6s, les drag6es, les g6lules, les 
capsules contenant comme principe actif au moins une substance biologiquement 
active extraite de plantes de la famille des Dictyotales ou un adsorbat de 
substances actives sur un support inerte, en association ou en melange avec un 
diluant ou un excipient inerte, non toxique, pharmaceutiquement compatible, et 
15 eventuellement un ou plusieurs principes actifs k action compl6mentaire. 

Pour I'usage alimentaire, les substances biologiquement actives extraites de 
plantes de la famille des Dictyotales seront diluees dans un support alimentaire 
nutritif comme une farine, ou inerte comme de la cellulose ou une preparation riche 
20 en cellulose. 

Ces compositions s'adressent notamment d I'Slevage des crustac6s, et par 
exempte des crevettes. 

25 ^xgmplg : leg Cuvette?* 



SBA 


12.1 


Dulectin 


23.9 


Carbonate de Calcium 


5.0 


Prele 


1.0 


Poudre qerme de ble 


54,05 


Sippernat 


3.95 



# 
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Cette formulation, administr6e k la dose de 1.5 kg en un mois k un bassin de 
180 000 crevettes, a permis I'amSiioration de la survie k r6closion de 30 % et un 
gain de poids de Panimal k maturitd de 10 % ± 2 %. 
5 Ainsi, les substances biologiquement actives permettent d'augmenter le poids 
moyen des animaux et/ou de raccourcir les temps de maturation. 

Une experience similaire sur des poules pondeuses a montre que le nombre 
d'oeufs casses iors du deuxieme oycie de ponie eiait diminue de 2 %. 



Compositions k usage Ioco-r6qlonal 

L'usage d'implants (pellets : petits comprim6s mis en place sous la peau) est d£j& 
classique. II a trouve de larges applications dans le traitement hormonal substitutif. 

15 II permet un traitement prolongs. La mise en place par voie chirurgicale de 
biomat6riaux tels les potymdres de synthase (acide polylactique, acide 
polyacrylique), de min6raux : hydroxylapatite, phosphates de calcium, de 
biomat6riaux : nacre, coraiL. impr6gnes de principes actifs consistant en les 
substances biologiquement actives extraites de plantes de la famille des 

20 Dictyotales est envisagSe et conduit sans aucun doute k des r6sultats int6ressants 
sur la relance de la synthase des proteoglycanes de la matrice extracellulaire. 

41 Compositions tooiaues destinies aux applications k vis£e o<Sn6rale. 
dermatoloqfaue ou cosmStlaue 



Pour l'usage dermatologique et cosm§tique, on utilisera de preference les cremes 
ou les gels, dont I'utilisation dans ce domaine est la plus commode et la plus 
efficace. Sans etre iimitatives, ces formulations utilisent les emulsions de type huile 
dans I'eau ou eau dans I'huile. Ces Emulsions sont appelees laits, crdmes de jour 
30 ou de nuit, dans certaines applications du domaine de la cosm6tologie et dans les 
applications de la dermatologie, onguents, gels, formulations mixtes gel-cr&me. 
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A titre d'exemple, on pourra citer une formulation en emulsion ; ces formulations 
contiennent toutes au moins trois constituants : eau, corps gras t 6mulsifiants ou 
tensio-actifs. Bien evidemment, d'autres substances comme des colorants, des 
agents de texture, des principes actifs assoctes ou non, des conservateurs, des 
5 stabilisants de pH f d'oxydation, peuvent intervenir dans la formula finale. Les 
onguents sont des formulations ne regroupant que des excipients lipophiles. Les 
gels sont des compositions ayant un aspect diaphane dans iesquelles I'eau ou 
parfois des composants lipophiles (ou silicones) sont § l'6tat de colloldes ou en 
suspension colioTdale. 

10 

La concentration en substances biologiquement actives (SBA) peut varier dans de 
larges proportions, comprises entre 0.01 % et 20 % de la masse de l^mulsion, 
0.01 % etant la dose seuil. II peut §tre envisage ggalement d'utiliser des formes 
encapsutees de substances biologiquement actives (liposomes, nanosph&res, 
15 nanocapsules,...) car celles-ci sont susceptibles d'augmenter Pactivite. Avec 20 % 
de principe actif, it est n£cessaire de modifier de mani&re considerable la 
formulation, ractivit6 6tant sans doute en plateau. 

Les formes modemes de formulation font 6galement appel k des gels. Beaucoup 
20 de ceux-ci sont formulas k I'aide de polymdres derives de I'acide acrylique d§crits 
sous le nom de Carbomeres. D'autres types de molecules peuvent donner des gels 
comme la cellulose et ses d6riv6s, les silices colloldales, les polym&res d'acide 
uronique, les mannanes, galactomannanes, les gommes xanthanes, etc... 

25 EremplQ : Cr6me huile dans I'eau renfermant des substances actives extraites a 
l'6thanol pr6alablement amen6es & sec. 



Tafose 2000 ® 
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Cire de lanoline 


3,5 


Geleol ® 


3,5 


Eau 


76.7 


Conservateur 


qs 


SBA (hydrosotuble) 


5.0 


Parfum 


0,3 
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SBA sous forme vesiculate (liposomes...) 


0,5 


Carbomere 


0,5 


Solution de Na OH (10 %) 


QSpH 6,5 


Eau 


QSP 100 ml 


Conservateur, colorant 





II est evidemment possible d'envisager d'autres formulations dans les applications 
topiques, pharmaceutiques et cosmetiques, comme les eponges, les timbres a 
5 effet local, les poudres, les batonnets (stick et rouge a levre).... 
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REVENDICATIONS 



1. 

5 

2. 

10 

3. 
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25 
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4. 



Substances biologiquement actives, remaniant la synthese des 6l6ments 
glycosyl6s de la matrice extracellulaire des tissus animaux et humains, 
extraites de plantes de la famille des Dictyotales. 

Substances biologiquement actives selon la revendication 1 , caract§risees en 
ce qu'elles sont de structure polycyclique portant une chaine Iat6rale ayant 

de 4 & 10 atomes de carbone en iigne droits ou ramifies st ccmportant une 
ou deux doubles liaisons. 

Substances biologiquement actives selon Tune des revendications 1 ou 2, 
caract6risees en ce qu'elles pr^sentent les donn6es analytiques suivantes : 

- des temps de retention, en chromatographie liquide haute performance 
semi-pr6parative sur le support silice greffe diol et avec un eluant 
hexane/isopropanol 92/8, compris entre 20 et 25 min et 35 et 40 min 

- un temps de retention, en chromatographie liquide haute performance semi- 
pr6parative sur le support silice greff6e Ci 8 et avec un 6luant ac6tonitrile/eau 
85/15, compris entre 15 et 17 min 

- des temps de r6tention, en chromatographie liquide haute performance 
semi-pr6parative sur le support silice greffee Cie et avec un 6luant 
ac6tonitrile/eau/acide ac§tique 85/15/0,05, compris entre 17 et 20 min et 30 
et 40 min 

• un temps de retention, en chromatographie haute pression sur colonne de 
silice normale et avec un §luant heptane/6ther (90/10), compris entre 6,9 min 
et 8,5 min 

- un temps de retention, en chromatographie liquide haute performance 
garnie d'une colonne de silice greffee Ci 8 et avec un eluant methanol/eau 
80/20, compris entre 16 et 18 minutes. 

Substances biologiquement actives selon Tune des revendications 1 a 3, 
caract6ris6es par : 
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5. 
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6. 

15 
20 
25 

7. 
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8. 



un spectre UV dans le methanol, pr6sentant plusieurs bandes d'absorption 
situ6es a 202 nm avec un 6paulement & 228 nm, entre 260 et 270 nm, entre 
400 et 460 nm, et & 630 nm, 

- une chromatographie sur couche mince (CCM) presentant, apres relation 
chimique (anisaktehyde sulfurique, vanilline sulfurique, phosphomolybdate, 
actde sulfurique ethanolique), des temps de retention frontale de 0,15, 0,90 et 
0,95. 

Substances biologiquement actives selon Tune des revendicaticns 1 h 4, 
caract§ris6es en ce qu'elles sont adsorb6es sur un mat6riau inerte, mineral 
ou organique, puis dessolvatees. 

Proc6d§ d'obtention des substances biologiquement actives selon Tune des 
revendications 1 k 4, caractdrisd en ce que Ton soumet la plante de la famille 
des Dictyotales h un s6chage, et/ou & une lyophilisatton puis a un broyage, 
suivi d'un ou plusieurs epuisements de la matiere vegetale par un solvant 
organique choisi dans le groupe form$ des alcanols inferieurs, des c6tones 
aliphatiques, des alcanes, des cycloalcanes, des solvants halog6n6s, des 
solvants aromatiques, des esters, des ethers et similaires, pour obtenir un 
extrait organique de la plante, on sdche I'extrait organique par evaporation du 
solvant, on purifie I'extrait organique sec par une ou plusieurs etapes de 
purification realisees successivement par affrontement liquide/liquide. par 
chromatographie sur colonne basse pression ou haute pression, par 
chromatographie liquide haute performance, pour obtenir les substances 
actives des plantes de la famille des Dictyotales. 

Proc£d6 d'obtention des substances biologiquement actives selon la 
revendication 6, caractgrise en ce que Ton utilise de preference l'6thanol ou 
Pac6tone en tant que solvant organique. 

Proc6d6 d'obtention des substances biologiquement actives selon les 
revendications 6 et 7, caract6ris6 en ce que les rapports utilises entre la 
mature v6g6tale (plante) et le solvant organique sont de preference de 1 g 
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de mature v6g6tale pour 5 ml de solvant, et les temps de contact entre la 
matiere v6g6tale et le solvant organique sont compris entre 12 heures et 
5 jours. 

5 9. Compositions pharmaceutiques, cosm6tiques et/ou alimentaires remaniant la 
synthase des 6l6ments glycosytes de la matrice extracellulaire des tissus 
animaux et humains, caract6ris6es en ce qiTelles renferment k titre de 
principe actif une ou plusieurs substances biologiquement actives selon Tune 
des revendications 1 & 5, en association ou en melange avec un excipient ou 
10 un v6hicule inerte, non toxique, approprid k I'usage envisage, et 

6ventuellement un ou plusieurs principes actifs k action complgmentaire. 

10. Compositions selon la revendication 9, dans lesquelles Pexcipient ou le 
v6hicule inerte est Tun de ceux qui conviennent pour I'administration par voie 

15 digestive, parentdrale, percutanee, topique ou rectale. 

11. Utilisation des substances biologiquement actives selon Tune des 
revendications 1 k 5, en vue de la realisation de compositions destinies k 
remanier la synthase des 6l6ments glycosy!6s de la matrice extracellulaire 

20 des tissus animaux et humains. 

12. Utilisation des substances biologiquement actives selon Tune des 
revendications 1 k 5, en vue de la realisation de compositions destinees k 
stimuler la synthase des glycosaminoglycanes et des proteoglycanes de la 

25 matrice extracellulaire des tissus animaux et humains. 

13. Utilisation des substances biologiquement actives selon Tune des 
revendications 1 k 5, en vue de la realisation de compositions destinies a 
stimuler les synthases golgiennes et membranaires des glycosaminoglycanes 

30 de la matrice extracellulaire et les synthases golgiennes des proteoglycanes 



de la matrice extracellulaire. 
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14. Utilisation des substances biologiquement actives selon I'une des 
revendications 1 & 5, en vue de la realisation de compositions destinies k 
prevenir et/ou & traiter les affections impliquant des 6l6ments glycosyles de la 
matrice extracellulaire des tissus animaux et humains. 
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